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RÉSUMÉ 
 
Le but de ce travail a été d’étudier l’effet de la stimulation ß-adrénergique (ßADR) (en 
utilisant l’isoprotérenol (ISO), l’agoniste ß-adrénergique) sur l’entrée de Ca dans le 
myoplasme du muscle squelettique à contraction rapide de grenouille suite à des 
stimulations électriques. 
Dans ce travail, en nous servant de la méthode d’EGTA/rouge de phénol (Pape et al., 
1995) associée aux techniques de courant imposé et de voltage imposé, nous avons étudié 
l’effet de la stimulation ßADR en mesurant les paramètres intracellulaires pouvant 
affecter l’entrée de Ca dans le myoplasme tels le pH intracellulaire, le contenu total en Ca 
du réticulum sarcoplasmique, la vitesse de l’entrée de Ca dans le myoplasme, la quantité 
de Ca extracellulaire entré dans le myoplasme et le mouvement de charge intra 
membranaire suite à des stimulations électriques. Nous avons observé une augmentation 
de l’entrée de Ca dans le myoplasme sous l'effet d'ISO (chez les fibres exposées à 10 µM 
d’ISO pendant 8 minutes) et ce, en réponse à des potentiels d’actions obtenus à l'aide de 
la technique de courant imposé. Comme cet effet a été en relation directe avec le Ca 
extracellulaire, nous avons utilisé d'autres stratégies pour élucider davantage l'effet ß-
adrénergique sur une possible augmentation importante de l’entrée de Ca extracellulaire 
dans le myoplasme. 
En premier lieu, les expériences en courant imposé avec les fibres vidangées de leur Ca 
sarcoplasmique ont permis de mesurer la quantité excédentaire de Ca extracellulaire entré 
dans le myoplasme suite à des stimulations électriques chez les fibres exposées à ISO (10 
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µM, 8 minutes). Toutefois, la quantité mesurée de Ca d'origine extracellulaire entré dans 
le myoplasme ne correspond pas à la totalité de l'augmentation de l'entrée de Ca dans le 
myoplasme en réponse à un train de potentiels d’action (PA) mesurée dans nos 
expériences en courant imposé. 
En deuxième lieu, les expériences avec la technique de voltage imposé n’ont pas 
démontré qu’ISO augmente de manière significative le pic d’amplitude de courant entrant 
de Ca tel que proposé par Arreola et al. (J. Physiol (Lond) 1987; 393:307-330). 
Cependant, ISO a diminué le temps au mi pic du courant entrant de Ca indiquant ainsi 
que l’activation du courant entrant calcique se fait plus rapidement sous l’effet d’ISO. En 
nous servant des protocoles de pulses de dépolarisation multiples pour mimer une 
stimulation tétanique dans des conditions plus physiologiques telles qu’utilisées dans la 
technique de courant imposé, et en présence de 50 mM de sodium extracellulaire, nous 
n’avons pas obtenu une entrée plus importante de Ca extracellulaire dans le myoplasme 
sous l’effet d’ISO. 
Les études sur  la vitesse de libération de Ca dans le myoplasme ont indiqué une 
augmentation de ce paramètre par ISO. D’autre part, nos résultats indiquent aussi que 
l’effet d'ISO ne passe pas par une modification des propriétés d’activation des récepteurs 
à la dihydropyridine puisqu’aucune variation du mouvement de charges intra- 
membranaire n’a été observée. Ces résultats (dans les conditions où on considère que 
l’augmentation de l’entrée Ca dans le myoplasme aurait lieu pendant les stimulations 
électriques de la fibre exposée pendant 8 minutes avec 10 µM d’ISO), suggèrent que les 
propriétés de l’activation des canaux de libération de Ca du réticulum sarcoplasmique 
sont affectés sous l’effet d’ISO.
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Chapitre 1 
INTRODUCTION 
Oliver et Schafer (1895) ont été les premiers chercheurs à démontrer que l’extrait des surrénales 
augmentait la force et la durée des contractions des muscles non fatigables. Il ont aussi démontré 
qu’une surrénaléctomie produit une insuffisance cardiaque et provoque une anémie du système 
musculaire. Leurs études ont montré que l’injection de l’extrait surrénalien chez les animaux 
adrénaléctomisés a produit des effets potentialisateur de la contraction des tissus musculaires, 
particulièrement celui du cœur et des artères. En outre, une augmentation de la force et la durée 
des contractions du muscle gastrocnémien a été observée. Cet effet sur le muscle gastrocnémien 
est demeuré longtemps après la disparition des effets sur le cœur et les artères. Alrich (1901) a 
rapporté plus tard que l’EPI est l’hormone sécrétée par des surrénales. Des travaux ultérieurs de 
Cannon et Nice (1911 et 1912), et Gruber (1917, 1922) ont montré que l’EPI a pu restaurer 
temporairement des contractions après un protocole de fatigue. Cependant, Gruber a été le 
premier à démontrer que l’EPI augmente aussi bien la contractilité des muscles fatigables que 
non fatigables.  En effet, avec une injection d’EPI dans le système vasculaire, il y a augmentation 
la force de contraction développée par le muscle de 240%. Il a été également démontré que la 
force isométrique produite pendant un simple mouvement musculaire chez l’animal 
surrénalectomisé est plus faible par rapport aux animaux témoins (Hartman et al, 1922). 
 
L’effet de la stimulation adrénergique chez les amphibiens 
 
2 
 
L’état actuel des connaissances au sujet de l'effet de l'EPI sur la contractilité du muscle squelettique 
chez l’amphibien est peu avancé et comporte des contradictions. Les premières études sur la 
contraction de muscle squelettique de grenouille ont démontré peu de sensibilité à l’EPI. (Kuno, 
1915, Gugliemetti, 1918). Au contraire, des études récentes ont démontré que la stimulation ADR 
par EPI augmente la force de contraction musculaire en réponse à des stimulations électriques 
simples (twitches) aussi bien au niveau de la fibre musculaire isolée que chez le muscle entier 
(Oota et Nagai, 1977, Arreola et al., 1987, et Gonzalez-Serratos et al., 1981). Cette réponse varie 
selon le type et la préparation musculaire ainsi que de la concentration de l’EPI utilisée. Ainsi, des 
variations de la force de contraction de muscle d’amphibiens peuvent atteindre des augmentations 
de 20 à 90% au-dessus des valeurs de contrôle. A titre d’exemple, les études faites par Oota et 
Nagai (1977) ont démontré que la force de contraction des fibres  musculaires peut être augmentée 
de 80 à 90% après une exposition de 8 minutes à EPI à 30 µM. 
L’EPI  (de 1 à 10 µM) a aussi augmenté la force de contraction au niveau du muscle entier et des 
paquets de fibre musculaires chez la grenouille de 20 à 40% (Arreola et al., 1987). 
Le temps moyen d’apparition de l’effet d’EPI a été de l’ordre de 3 à 5 minutes, et ce, pour atteindre 
son effet maximal après 10 à 20 minutes. (Arreola et al., 1987, Gonzalez-Serratos et al., 1981) Lors 
des expériences avec une fibre musculaire isolée, l’effet de l’EPI atteint son intensité maximale 
après 2 à 3 minutes (Oota et Nagai, 1977).  
 Chez les mammifères, de nombreux travaux scientifiques ont été effectués pour observer l’effet 
de l’EPI sur la contraction musculaire (Bowman et Zaimis, 1958, Brown et al., 1950, Goffart, 
1954, Goffart et al., 1952, Kentera et Varagic, 1975, Nesher et al., 1980, Tashiro, 1973, Varagic 
et Kentera, 1978, Varagic et Zugic, 1971). L’effet potentialisateur de l’EPI a été observé chez 
plusieurs espèces de mammifères tels le chat, le chien, le lapin, le cobaye, et le rat. A titre 
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d’exemple, les expériences de Bowman et Zaimis (1958) ont prouvé que l'injection intraveineuse 
de 50 µg d'EPI cause une augmentation de 15% de la force de contraction du muscle tibialis 
antérieur de chat. Au niveau du muscle isolé du diaphragme de rat, une stimulation par 3 µM 
d’EPI a provoqué l’augmentation du pic de la tension contractile par 100% (Kentera et Varagic, 
1975). Chez les sujets humains, l’injection de l’EPI augmente la force de contraction produite en 
réponse à des stimulations électriques et augmente le degré de tremblement chez les sujets 
Parkinsoniens (Marsden et Meadows, 1968, 1969).  
Il a été également démontré que l’effet de la stimulation ADR varie en fonction de type de la 
fibre musculaire. Au niveau des muscles à contraction rapide, l’EPI augmente la force de 
contraction et diminue le taux de relaxation. (Bowma et Zaimis, 1955, 1958). À l’inverse, chez 
les muscles squelettiques à contraction lente, l’EPI réduit la force de contraction et augmente le 
taux de relaxation (Bowman et al, 1969).  
 
Mécanismes intracellulaires impliqués dans l'effet potentialisateur adrénergique 
Les mécanismes intracellulaires par les quelles la voie ADR induit un effet potentialisateur sur la 
contractilité du muscle squelettique ne sont pas bien compris. Il a été suggéré que la voie ADR 
n’affecte pas directement les protéines contractiles mais plutôt en agissant sur au moins l’une des 
étapes du couplage excitation-contraction (EC) (Sandow, 1963). 
 
Le couplage Excitation-Contraction dans le muscle squelettique 
 
Le processus du couplage EC est composé des étapes suivantes: Le potentiel d’action (PA) 
généré au niveau de la plaque motrice se propage le long de la membrane plasmique et celle des 
tubules T des fibres  musculaires. Le changement de potentiel à travers la membrane des tubules 
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T déclanche des mouvements de charge intramembranaires dus à l’activation des senseurs de 
voltage (récepteurs sensibles à la dihydropyridine (DHPR)) situés au niveau de la membrane des 
tubules T (Tanabe et al, 1990 et 1991). Presque la moitié DHPR sont en apposition avec des 
canaux de libération de calcium appelés des récepteurs sensibles à la ryanodine (RYR) qui sont 
localisés au niveau de la membrane du réticulum sarcoplasmique (RS). La stimulation électrique 
adéquate des DHPR peut induire ainsi une libération de calcium dans le cytoplasme à partir des 
citernes terminales du RS par une activation des RYR. Le PA déclenche aussi l’activation d’un 
courant entrant de Ca du milieu extracellulaire dans le myoplasme. 
 
L’augmentation de l’entrée de Ca dans le myoplasme de la fibre musculaire suite à une 
stimulation adéquate de la membrane peut être représentée par l’équation suivante:   
 
[CaT] =  [CaRS]+  [ Caext] 
 
Où [CaT] représente la totalité de Ca libéré dans le myoplasme suite à une dépolarisation 
membranaire, [CaRS] le contenu total en Ca du RS et [Caext], la quantité de Ca extracellulaire 
entrée lors des canaux calciques voltage dépendants de la membrane de la fibre musculaire.  
L’augmentation de Ca myoplasmique déclenche la contraction musculaire par la liaison de Ca à 
la troponine C, ce qui enlève l'inhibition de troponine-tropomyosine, et qui permet la contraction 
musculaire en formant des ponts actine-myosine. La tension développée lors d’une contraction 
isométrique dépend de la quantité de calcium libéré dans le myoplasme et la force produite par 
les ponts actine-myosine. La relaxation musculaire se produit lorsque la partie longitudinale du 
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RS séquestre les ions libres de calcium dans le myoplasme par des pompes Ca-ATPases situés 
dans la partie longitudinale du RS.  
 
Le mouvement de charge intramembtanaire dû à l’activation des DHPR  
 
C’est en 1973 que Schneider et al. ont démontré l’existence d'un courant capacitif non linéaire 
appelé "mouvement de charge intra membranaire" lors de la dépolarisation de la membrane du 
muscle. Ils ont proposé que ce signal résulte du mouvement des senseurs de voltage (les DHPR) 
dans le systéme T d'un état de repos à un état activé qui déclenche la libération de calcium du 
RS. Adrian et Peres (1979) ont identifié deux composantes du mouvement de charge dont l’une 
rapide appelée Q-bêta suivie par une composante plus lente appelée Q-gamma. Le Q-bêta est 
associé aux mouvements des senseurs de voltage des DHPR dans la membrane des tubules T. Le 
Q-gamma serait associé à l’entrée de calcium extracellulaire. Toutefois, le rôle de Q-gamma 
reste à être clarifié.  
Il a été démontré plus tard que c’est l’activation des DHPR qui induit la génération d’un courant 
capacitif non linéaire appelé "mouvement de charge intramembranaire" l'ouverture des canaux 
de libération de calcium intracellulaires (RyR). Cette activation se fait par le moyen d'un lien 
physique (ou apposition) entre la structure des deux canaux Ca-L et RyR. L’activation des 
DHPR est aussi accompagné par l'ouverture des Canaux calciques voltage dépendants de type L 
situés à la surface des tubules T. (Rios et Brum, 1987 ; Hui et Chandler, 1991).  
 
L’entrée de Calcium extracellulaire 
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Le courant entrant de Ca extracellulaire est activé par une dépolarisation membranaire (Bianch et 
Shanes, 1959, Curtis, 1966). Ce courant  est dû à l’activation des canaux calciques voltage 
dépendants (Stefani, 1982, Shmidt et al., 1985) et a été identifié par des expériences en voltage 
imposé. Ce courant n’existe pas en absence de Ca extracellulaire (Sanchez et Stefani., 1978) et  
peut être bloqué par des bloqueurs inorganiques des canaux calciques tels le cadmium, le nickel, 
le manganèse, et le cobalt et par les bloqueurs organiques tels la nifédipine, le vérapamil, et le 
diltiazem (Almers et al., 1985, Curtis et Caterall, 1985, Sanchez et Stefani, 1978, Stanfielf, 
1977). 
Dans le muscle squelettique de grenouille, la majorité des canaux calciques voltage dépendants  
sont localisés dans les tubules T (Nesher et al., 1980) et ils semblent jouer un rôle important 
pendant des contractions causées par une dépolarisation prolongée de la membrane dans un 
milieu à haute teneur de Potassium dans le muscle squelettique de grenouille (Frank, 1960 et 
1984). Toutefois, dans des conditions physiologiques, l'abscence de Ca extracellulaire n'empêche 
pas la contraction du muscle squelettique (Frank, 1984). Par contre, la théopylline, 
l’aminophylline, et la nitrate augmentent la contraction musculaire par une augmentation de 
l’entrée de Ca extracellulaire lors des stimulations électriques (Sandow, 1964, Varagic, 1971, 
Endo, 1977).  Il est donc bien important de souligner que le courant entrant de Ca joue un rôle 
dans le couplage EC dans certaines conditions expérimentales dans le muscle squelletique. 
Il est également démontré que le pic du courant entrant de Ca est augmenté par EPI. Arreola et 
al. (1987) ont rapporté que l'EPI et l’AMPc augmentent le flux entrant de Ca par 
approximativement 85% en augmentent le pic du courant entrant de Ca par environ 57%. Il a été 
proposé que ce flux de Ca serait le résultat de la phosphorylation des protéines de régulation des 
canaux calciques (Curtis et Caterall, 1985, Brown, 1988, Yatani et al., 1988).  
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La phosphorylation des canaux calciques pourrait non seulement augmenter la probabilité 
d’ouverture du canal lors de la dépolarisation membranaire, mais aussi prolonger leur temps 
d’ouverture, ce qui augmenterait l’entrée de Ca extracellulaire (Curtis et Catterall , 1985; Arreola 
et al.,1987). Cette augmentation induite par EPI pourrait augmenter la force de contraction par 
les étapes suivante : 1) le Ca extracellulaire  pourrait directement augmenter la quantité de Ca 
disponible aux protéines contractiles pendant l'excitation, ce qui pourrait saturer la troponine et 
intensifier l'état contractile du muscle, 2) l’augmentation du flux entrant de Ca pourrait faciliter 
la libération de Ca par le RS pendant la dépolarisation membranaire par l'intermédiaire d’un 
mécanisme d’activation de la libération de Ca induite par le Ca (Endo, 1977, Almers et Palade, 
1981), et 3) le flux entrant de Ca pourrait servir comme une source supplémentaire de Ca qui 
serait séquestré par le RS et augmenter le Ca de réserve ayant pour résultat une augmentation de 
la concentration de Ca libéré dans le myoplasme pendant les stimulations électriques.  
 
L’hypothèse de l’importance de l’augmentation de l’entrée de Ca extracellulaire pour induire 
l’effet inotropique d’EPI dans le muscle squelettique a été proposée par plusieurs auteurs en se 
basant sur un parallélisme établi avec le tissu cardiaque où le rôle d’un tel mécanisme est déjà 
bien établi (Carmelit et Vereecke, 1969, Morad et Rolett, 1972, Almers et Palade, 1981, Feher et 
Briggs, 1982). En effet, l’action des agents tels la théophylline et la nitrate qui augmentent le 
courant entrant de Ca par une augmentation de la l’AMPc (Sandow, 1964, Endo, 1971, Varaic et 
Zugic, 1971, Nicola et al., 1980), montre l’importance des voies de signalisations intracellulaires 
dont l’activation module le niveau de l’AMPc. En effet, Arreola et al. (1987) ont démontré que la 
stimulation de la voie adrénergique ou une augmentation de l’AMPc intracellulaire augmente le 
pic du courant entrant de Ca. 
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Les mécanismes de rétroaction de calcium sur sa propre libération dans le myoplasme 
 
En relation avec la variation de l’entrée Ca dans le myoplasme, plusieurs mécanismes de 
rétroaction calcique semblent être impliqués dans la régulation du couplage EC. Suite à la 
libération de calcium dans le myoplasme, le calcium peut exercer au moins deux effets opposés : 
1. L'inactivation de la libération de Ca par le Ca . Il s'agit d'un processus de rétroaction négative 
dans lequel l'augmentation de la concentration de Ca libre myoplasmique inactive les canaux de 
libération de Ca du RS (Baylor et al. 1983 ; Schneider et Simon, 1988). Cette inactivation est très 
rapide et est réduite considérablement (par un facteur de 6) en présence de 20 mM d'EGTA dans 
le myoplasme (Jong et al., 1995).  
2. L'activation de la libération de Ca par le Ca. Il s'agit d’un mécanisme de rétroaction positive 
agissant vraisemblablement sur les canaux de libération de Ca du RS. Dans le muscle cardiaque, 
cette activation joue un rôle primordial dans l'activation de la libération de Ca dans le 
myoplasme. Ce mécanisme existe aussi au niveau du muscle squelettique car l'addition de Ca 
favorise la libération de Ca dans les fibres musculaires dépourvues de sarcolemme (Endo, et al. 
1968 ; Ford et Podolsky, 1968). 
 
La voie de signalisation intracellulaire ß-adrénergique dans le muscle squelettique 
 
  
Il a été suggéré par plusieurs études que l’effet de la stimulation ADR sur l’augmentation de la 
force de contraction du muscle squelettique se fait par une stimulation directe sur les récepteurs 
ßADR (Oota et Nagai, 1977, Caswell et al., 1978, Nesher et al., 1980, Arreola et al., 1987,  
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Murphy et al., 1997). En effet, des expériences de contraction faite avec des fibres curarisées ou 
dénervée ont confirmé que l’effet inotropique de l’EPI ne s’exerce pas au niveau des synapses 
(Goffart et Ritchie, 1952, Montagu, 1955, Bowman et Zaimis, 1958). Comme chez la plupart des 
tissus, l’action des catécholamines sur le muscle squelettique est initiée par la liaison de 
l'hormone ou de son agoniste aux récepteurs membranaires. Il y a deux types de récepteurs ADR 
identifiés dans le muscle squelettique : le type bêta (sous-type 2 couplé à des protéines Gs) et les 
types alpha (sous-types 1 et 2). Des expériences par Caswell et al. (1978) ont montré que les 
ßADR se trouvent  majoritairement au niveau de la membrane de surface des tubules T du 
muscle squelettique. Dans les expériences faites sur des fibres musculaires à contraction rapide et 
lente de rat dépourvues de leur sarcolemme, aucun effet sur la contraction en réponse à une 
stimulation par EPI n’a été observé (Bowman et al., 1962). D’autres études ont démontré qu’une 
injection de l’EPI à l’intérieur de la fibre musculaire de grenouille n’induit pas d’effet sur la 
contraction, ce qui démontre que l’effet de l’EPI se fait via la stimulation des récepteurs situés à 
la surface de la membrane de la fibre musculaire. Les études chez les mammifères par Richter 
(1977) et Nesher et al. (1980) confirment  qu’une stimulation ADR induit l ‘augmentation de la 
force de contraction. Dans ces études, l’utilisation d’ISO a augmenté la tension de la contraction 
musculaire tandis que l’utilisation de propranolol, un antagoniste des ßADR, a inhibé l’effet  de 
ADR sur la contraction musculaire. En outre, Les antagonistes alpha-adrénergiques ont présenté 
peu d’effet sur l’effet de l’EPI, ce qui démontre que cet effet passe principalement par la voie 
spécifique ßADR (Nesher et al., 1980, Carlson et Walsh, 1987).  
 
L’effet des Nucléotides Cycliques 
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La liaison de l’EPI aux récepteurs ßADR induit l’activation de l’enzyme membranaire 
l’adénylate cyclase via une protéine Gs (Smith, 1984). L'adénylate cyclase catalyse la conversion 
de l’adénosine triphosphate en adénosine 3'5'-monophosphate cyclique (AMPc), ce qui a comme 
résultat d’augmenter le niveau myoplasmique d'AMPc (Meyer, 1971). L’AMPc induit la 
dissociation des sous unités catalytiques d'une protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) qui  à 
leur tour catalysent la phosphorylation des protéines (Meyer, 1971). En règle générale, les 
protéines qui sont phosphorylées par des PKA sont des protéines régulatrices telles les enzymes 
catalytiques ou des protéines membranaires. Les expériences d’Oota et Nagai (1977) et de 
Gonzalez-Serratos et al. (1981) ont démontré, que l’utilisation de l’AMPc dans le cas des fibres 
dépourvues de membrane cellulaire et de dibutyryl AMPc (un analogue structural d’AMPc dont 
la métabolisation est lente dans la cellule) au niveau du muscle entier, induit des effets 
semblables à l’EPI. En outre, Arreola et al. (1987) ont démontré que non seulement l’AMPc mais 
également une injection de la sous-unité catalytique de la protéine kinase dans le muscle 
augmente la force de contraction du muscle squelettique chez la grenouille.  
 
L’effet d’épinephrine sur le métabolisme des hydrates de carbone dans le muscle squelettique 
n’est pas associé à son effet sur la contraction 
 
L’EPI affecte aussi le métabolisme des hydrates de carbone (Gruber, 1917 et Gruber, 1922) en 
augmentant la glycogénolyse et les intermédiaires métaboliques de la glycolyse. L’EPI induit des 
phosphorylations de plusieurs enzymes, notamment la phosphorylase kinase et le glycogène 
phosphorylase par la voie de la production de l’AMPc (Tepperman et Tepperman, 1987). En 
générale, l’activation de ces enzymes est associée à une augmentation de la glycolyse (Cori et 
Cori, 1933 et 1934, Sutherland, 1972). Plusieurs groupes ont suggéré que cette augmentation de 
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la glycolyse et le niveau des hexoses phosphates est responsable de l’effet inotropique d’EPI 
(Varagic et Kentera, 1978, Ellis et Beckett, 1954). Cependant, il y a des évidences démontrant 
que les changements dans le métabolisme des hydrates de carbone ne sont pas en relation directe 
avec l’effet de l’EPI sur la contraction du muscle squelettique. Bowman et Raper (1964) ont 
démontré que l'EPI maintient son effet inotropique en présence de l'acide iodoacétique, un 
inhibiteur de la glycolyse (Carlson et Wilke, 1974). En outre, d’autres résultats rapportent que la 
stimulation de la glycolyse précédée par une stimulation ADR n’affecte pas l’effet d’EPI (Meyer, 
1963, Meyer et al., 1963). Varagic et Zugic (1971) ont démontré que l’incubation du muscle de 
diaphragme de rat dans une solution à haute teneur en glucose-6-phosphate induit une légère 
augmentation dans la contractilité du muscle de ce dernier. Chez les souris déficientes en 
phosphorylase kinase, l’EPI n’induit aucune augmentation de la glycolyse (Lyon et Porter, 1963) 
mais induit son effet sur les muscles isolés du diaphragme (Hon et al., 1975). Une étude récente 
de Murphy et al. (1997) a aussi confirmé que l'effet de la stimulation ßADR sur la contraction 
musculaire n’est pas dû à une activation du métabolisme des hydrates de carbone. 
 
Transport de Sodium-Potassium 
 
La stimulation de la voie ADR stimule aussi la phosphorylation des protéines régulatrices des 
échangeurs sodium-potassium qui sont responsables du maintien et de la restauration du potentiel 
membranaire après le potentiel d’action. (Ballanyi et Grafe, 1988, Somlyo et Somlyo, 1969, 
Struthers et al., 1987, Tashiro, 1973).  La stimulation ADR a été reportée induire une légère 
hyperpolarisation de la membrane du muscle (Ballanyi et Grafe, 1988,Brown et al, 1950) mais 
cette action n’a aucun  effet sur l’aspect et l’amplitude des potentiels d’action sur la fibre lorsque 
stimulée par l’EPI ou l’AMPc. (Gonzalez-Serratos et al., 1981, Tashiro, 1973). Ainsi, les 
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échangeurs Sodium-Potassium ne semblent pas être un facteur important dans l’effet de la 
stimulation ADR sur la contraction du muscle squelettique.  
 
L’effet de la stimulation adrénergique sur les échanges de calcium intracellulaire 
 
Kirchberger et al. (1974) et Schwartz et al. (1976) ont démontré dans le muscle cardiaque, qu'une 
protéine régulatrice du transport de Ca du RS est phosphorylée sous l’action du second messager, 
l’AMPc. Cette  protéine de régulation, qui est la phospholambane, est située dans la membrane 
du RS et est associée à un mécanisme de recapture de Ca (Linderman et al., 1986). La 
phosphorylation ce cette protéine de régulation pourrait augmenter la capacité maximale de la 
séquestration de Ca par les pompes Ca-Mg ATPase de la membrane du RS, ce qui résulte en une 
augmentation du Ca sarcoplasmique. (Esau, 1988, Gonzalez-Serratos et al., 1981).  
Plusieurs auteurs ont démontré que l’EPI augmente la tension musculaire développée par la 
cafféine (un inhibiteur des phosphodiestérases des nucléotides cycliques et un activatrut des 
RyR) (Gonzalez-Serratos et al., 1981, Oota et Nagai, 1977). Fabiato et Fabiato (1978) ont 
démontré que la séquestration de Ca par les fractions de RS est augmentée en présence de 
l’AMPc. Gonzalez-Serratos et al. (1981) ont suggéré que l’augmentation du niveau de Ca 
sarcoplasmique aurait comme conséquence une libération plus importante de Ca en réponse à 
une stimulation électrique, ce qui augmenterait la force de contraction musculaire. Toutefois, 
bien que les phospholambanes ne sont pas présents dans le muscle squelettique à contraction 
rapide (**), la possibilité d’une augmentation de la séquestration de Ca sous l’effet d’EPI ne peut 
pas être écartée. 
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But du projet et hypothèse de travail 
 
Le but de ce projet est d’étudier l’effet de la stimulation ß-adrénergique sur les paramètres de la 
libération de Ca dans le myoplasme du muscle squelettique à contraction rapide de grenouille. 
Notre hypothèse de travail est fondée sur le fait que la stimulation de la voie ß-adrénergique 
augmente l’entrée de Ca dans le myoplasme en augmentant en grande partie l’entrée de Ca 
extracellulaire dans le myoplasme lors des PA, ce qui augmente la force de contraction du 
muscle squelettique. L’augmentation de l’entrée de Ca myoplasmique se traduit par une 
augmentation de la quantité de Ca mise en reserve dans le RS. Aussi bien que pendant les 
stimulations électriques subséquentes, la quantité totale de Ca entrée dans le myoplasme se 
trouvera être plus important à cause d’une plus grande libération de Ca du RS et davantage de Ca 
extracellulaire entré dans le myoplasme. 
 
Objectifs de travail  
 
Afin de tester nos hypothèses de travail telles que définies plus haut, plusieurs objectifs 
spécifiques ont été envisagés dans le cadre de ce projet : 
1. Étudier et caractériser l’effet de la stimulation ß-adrénergique sur les paramètres de l’entrée  
de Ca myoplasmique lors des stimulations électriques avec la technique de courant imposée. 
2. Investiguer l’effet du Ca extracellulaire sur l’effet ß-adrénergique observé. 
3. Investiguer l’effet de la stimulation ß-adrénergique sur le pH myoplasmique et le Ca libre 
intracellulaire. 
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4. Étudier l’effet de la stimulation ß-adrénergique sur l’entrée de Ca extracellulaire dans le 
myoplsame à travers les canaux calciques voltage dépendants avec la technique de voltage 
imposé.  
5. Déterminer la quantité excédentaire de Ca extracellulaire entrée à travers les canaux Ca 
voltage dépendants suite à l’effet de la stimulation ß-adrénergique dans la technique de 
voltage imposé. 
6. Discuter de la possibilité d’une augmentation de Ca sarcoplasmique due à une entrée plus 
importante de Ca extracellulaire à travers les canaux Ca voltage dépendants, sous l’effet ß-
adrénergique. 
7. Démontrer que la stimulation ß-adrénergique affect principalement l’entrée de Ca 
extracellulaire dans le myoplasme, ce qui contribue en partie, à une augmentation de Ca 
sarcoplasmique et à une entrée de Ca plus importante dans le myoplasme lors des 
stimulations subséquentes. 
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C h a p i t r e  2  
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
Les expériences ont été effectuées sur des fibres musculaires isolées à partir des muscles 
squelettiques à contraction rapide (semi-tendineux et iléo-fibularis) de grenouille de l’espèce 
Rana temporaria. Les grenouilles sont gardées à jeun et adaptées à 6ºC. Les muscles sont 
prélevés dans les sept minutes suivant la décapitation des grenouilles, puis gardés dans une 
solution de Ringer's à 245 mOsm et utilisés dans les 24 heures suivant chaque sacrifice. La 
microdissection des fibres musculaires a été faite dans une solution relaxante d’une composition 
de K-glutamate à 120 mM, PIPES, 5 mM, EGTA, 0.1 mM et du MgSO4, 7H2O à 1 mM. Le pH 
de la solution relaxante a été ajusté à 7 avec une solution de NaOH.  
 
La chambre expérimentale 
 
Un segment de la fibre musculaire est ensuite placé dans une chambre à double cloison de 
vaseline selon la technique de Hill et Campbell (1976). Les cloisons de Vaseline isolent 
électriquement la région centrale de la chambre appelée le compartiment central des deux 
compartiments latéraux situés aux deux extrémités de la chambre. La température de la chambre 
a été maintenue entre 14º et 15ºC pendant toute la durée de l’expérience. Les segments de fibres 
musculaires montés dans la chambre à double cloison de vaseline sont étirés pour atteindre une 
distance de 3,5 à 3,9 µm entre les sarcomères. La membrane de la fibre est ensuite perméabilisée 
à ses deux extrémités (dans les compartiments latéraux) par une exposition de 2 minutes à une 
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solution de 0,01% de saponine. Cette perméabilisation a permi la diffusion de la solution 
intracellulaire contenant le rouge de phénol (1 mM) et de l'EGTA (20 mM) dans le myoplasme 
de la fibre.  
Lors de la libération de Ca dans le myoplasme, le Ca libéré est chélaté par l’EGTA, ce qui 
empêche le déclenchement de la contraction du muscle. La réaction chomique entre le Ca et 
l’EGTA fait libérer des protons qui seront captés par le rouge de phénol, ce qui change son 
absorbance. Le changement d’absorbance du rouge de phénol est mesuré par intermédiaire de 
trois longueurs d’ondes : 480, 520 et 690. Ces processus seront détaillés dans ce chapitre. 
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Figure 1. Figure du montage électrique de la chambre expérimentale à double cloison de 
vaseline. CC: compartiment central, CL 1 et CL 2: Les compartiments latéraux, V: les cloisons 
de vaseline d'une largeur de 300µm, S: la surface de la fibre musculaire qui est traversée par le 
faisceau de lumière (le spot). Le CC est isolé des CL par deux cloisons de vaseline et la longueur 
de la fibre traversant le CC est de 500 µm. La fibre musculaire est perméabilisée par une solution 
de saponine à ses extrémités dans les CL 1 et CL 2. Les solutions intra et extracellulaires se 
trouvent dans les CL et le CC respectivement. Les tensions V1 et V2 sont appliquées aux CL 
pour maintenir le potentiel membranaire. Le courant I2 est appliqué au CL 2 pour appliquer des 
stimulations. Dans le cas de technique courant imposé, une tension supraliminaire a été utilisée 
pour obtenir un potentiel d'action. 
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La Composition des solutions 
  
Pour les expériences avec la technique de courant imposé, la composition des solutions est 
comme suit : 
 
La composition des solutions extracellulaires (en mM) dans le compartiment central : 
 
Solution NaCl KCl Na2HPO4 NaH2PO4 CaCl2 MgCl2 
R* normal 120 2.5 2.15 0.85 1.8 - 
R* sans Ca 107 2.5 2.55 0.86 - 10 
* : Solution de Ringer’s  
Le pH est ajusté à 7.1 avec une solution de NaOH. L’osmolarité finale de la solution est de 245 
mOsm. 
 
La composition des solutions intracellulaires (en mM) dans les compartiments latéraux) : 
 
Solution K-Glu MgSO4 Na2-ATP K2-CP K3-PEP MOPS Ca(OH)2 
Normal 45 6.8 5.5 20 5 5 1.76 
Sans Ca 48 6.8 5.5 20 5 5 - 
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Le pH est ajusté à 7.0 avec une solution de KOH. L’osmolarité finale de la solution est de 245 
mOsm. Toutes les solutions intracellulaires contenaient 20 mM d’EGTA et 1 mM du rouge de 
phénol. 
EGTA : Acide éthylèneglycol-bis-(-aminoéthyl ether)-N,N'-tetraacétique, K-Glu :   Potassium-
glutamate, K2-CP : Créatine phosphate di potassium, K3-PEP : Phosphoénol pyruvate tri 
potassium, MOPS : Acide 3-[N-Morpholino] propanesulfonique.  
 
Pour les expériences en voltage imposé, la composition des solutions est comme suit: 
 
La composition de la solution extra cellulaire (en mM) dans le compartiment central : 
 
Solution MOPS TEA MS Ca(OH)2 TTX(M) 
TEA 10 120 105 10 1 
 
Le pH de la solution est ajusté à 7.1 avec le TEA. L’osmolarité finale de la solution est de 245 
mOsm. TEA : Hydroxyde de tetraéthyl-ammonium, MS : acide méthansulfonique, TTX: 
Tétrodotoxine 
 
La composition (en mM) de la solution intracellulaire dans les compartiments latéraux : 
 
Cs-Glu MgSO4 Cs2-ATP Cs2-CP Cs2-PEP Ca(OH) 2 MOPS 
45 6.8 5 20 5 1.76 5 
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Le pH est ajusté à 7.0 avec une solution de CsOH. L’osmolarité finale de la solution est de 245 
mOsm. La concentration utilisée de l’EGTA est de 20 mM dans la solution interne. Cs-Glu : 
Glutamate de Cs, Cs2-CP : Cs2-créatine phosphate, Cs2-PEP: Cs2- phospho (enol) pyruvate, 
MOPS : acide 3-[N-morpholino]-propanesulfonique.  
 
Dans ces conditions expérimentales et à pH=7, la concentration calculée du magnésium et de Ca 
libre dans les solutions intracellulaires est respectivement de 1 et  0.036 M (Pape et al., 1995). 
Les sels de Cs2-ATP, Cs2-CP et Cs2-PEP ont été préparés dans notre laboratoire selon Pape et al. 
(1995) avec des colonnes échangeuses de cations. 
 
L’ISO, l’agoniste des ßADR a été préparé à moins de 7 minutes avant son utilisation (à 10 M) 
dans les solutions extracellulaires. La composition des solutions contenant l’ISO sont celles 
utilisées dans les compartiments extracellulaires selon la technique utilisée. Une concentration 
d’acide ascorbique de 1g/L a été présente dans toutes les solutions contenant ISO pour empêcher 
son oxydation par l’oxygène de l’air. Les expériences de contrôle n’ont montré aucun effet sur 
les paramètres mesurés dans les protocoles expérimentales suite aux rinçages des fibres par une 
solution extracellulaire contenant de l’acide ascorbique à 1g/L en absence d’ISO.  
 
Les montages optique et électrique 
 
Après le traitement de la fibre dans la chambre à double cloison de Vaseline par la saponine et 
l’introduction de la solution interne dans les compartiments latéraux et de la solution externe 
dans le compartiment central, la chambre est placée dans un montage illustré dans la figure 2 
pour faire des mesures optiques et électriques. 
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Figure 2. Le schéma des dispositifs utilisés dans les montages optique et électrique. 
MS : miroir sphérique, TH : lampe tungstène-halogène, FCH : filtre de chaleur (FCH),  MP : miroir 
plan, DGM : diaphragme, OBJ : objectif, OBT : obturateur, FM : fibre musculaire, L : lentille, SF : 
séparateur de faisceau, PD : photodiode (cellule photosensibles), F : filtre d'interférence, FB : filtre 
Bessel ( 4-pole Bessel), ITC16-MAC : convertisseurs analogique-numériques de 16 bits dans une 
carte d’interface ITC16-MAC, VF-4 : carte d’interface à 4 canaux. 
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Les méthodes de mesures optiques sont selon Irving et al. (1997). La chambre expérimentale est 
placée entre deux objectifs (OBJ 20x à immersion et OBJ 32x) sur le support d’un microscope 
inversé (Axiovert-100TV de Zeiss, Oberkochen, Allemagne). Lorsque l’obturateur (OBT) s’ouvre, 
un faisceau circulaire d’un diamètre de 50 ou 85 µm de lumière blanche traverse la fibre 
musculaire (FM). Cette lumière provient d’une lampe tungstène-halogène (TH) équipée d'un miroir 
sphérique (MS) et traverse une lentille (L1) et un filtre de chaleur (FCH). Deux miroirs plans (MP) 
servent à diriger le faisceau dans le montage. Le faisceau traverse ensuite un diaphragme (DGM) et 
l’objectif à immersion pour traverser la fibre musculaire (FM). Le faisceau de lumière est ensuite 
dévié puis divisé en trois faisceaux de lumière par deux séparateurs de faisceau (SF). Ces faisceaux 
traversent chacun un filtre spécifique et sont focalisés sur des cellules photosensibles (des 
photodiodes PD). Les trois longueurs d'onde utilisées pour des mesures optiques sont sélectionnées 
par trois filtres d'interférence (F1, F2, et F3). Des objectifs (L3) focalisent les faisceaux sur des 
cellules photosensibles (en palladium). Chaque cellule photosensible est connectée à un circuit 
d’amplification. Les signaux électriques sont captés par une carte d’interface à 4 canaux (modèle 
VF-4, World Precision Instruments, Sarasota, FL). Les trois signaux électriques en provenance des 
PD du montage optique passent par des canaux d’amplification et de filtration. Chaque signal est 
filtré par un filtre Bessel (4-pole Bessel (FB), modèle 824L8L-4, Frequency Instruments, 
Haverhill, MA) avec une fréquence de coupure réglée à 1 KHz. Le montage électrique permet de 
sélectionner l’amplification du signal avant (gain de 1, 10, ou 100) et après (gain de 1, 2, 5, 10)  le 
filtre dans chaque canal. Les signaux électriques sont ensuite captés par des convertisseurs 
analogique-numériques de 16 bits dans une carte d’interface ITC16-MAC (Instrutech Corp., NY), 
reliée à un ordinateur Power-Mac (Apple) série 7100/150 MB de mémoire vive. L’analyse des 
signaux est faite par une programmation en IDL faite dans notre laboratoire.  
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L’interface ITC16-MAC a été également employé pour fournir les tensions de commande 
de ‘clamp’. La stimulation électrique, le début des prises des données et l’ouverture de l’obturateur 
du montage optique pendant les protocoles expérimentaux ont été synchronisés par un protocole 
écrit en langage C et téléchargé dans l’interface ITC16-MAC. 
La continuité du montage électrique avec les milieux intra et extracellulaires a été assurée par des 
ponts d’agar et des électrodes en argent. Dans la technique de courant imposé, le potentiel de 
maintient est gardé à -90 mV avec un faible courant de l'ordre de -40 à -80 nA (appelé le courant 
de maintient). Des potentiels d'action sont obtenus avec une série de courtes injections de 3 ms 
d'un courant en I2 (voir figure 1 de la chambre expérimentale) de 200 nA, ce qui correspondait à 
une stimulation supraliminaire des fibres musculaires. L’intensité de la stimulation 
supraliminaire a été établie avant le début de chaque expérience. La solution intracellulaire 
contenant le rouge de phénol est ajouté aux compartiments latéraux pour être diffusé à l’intérieur 
de la fibre où  il sera détecté optiquement. 
La température de la chambre a été maintenue par son contact avec une plaque de cuivre 
refroidie par l'eau d'un bain muni d'un condensateur de refroidissement et un thermostat. En 
outre, l'OBJ 20x à immersion du microscope était entouré par un dispositif en forme de bague en 
cuivre dans la quelle l’eau froide provenant du même bain était en circulation. Cet agencement a 
produit de faibles fluctuations de la température de l’ordre de ± 0,1ºC durant les expériences sur 
une durée moyenne de deux heures. 
 
Préparation du rouge de phénol  
Le rouge de phénol a été purifié dans notre laboratoire par une méthode similiare à celle utilisés 
par Kendrick (1976) pour la purification d’Arsenazo III.  Le rouge de phénol a été dissout dans 
une solution contenant du n-butanol, de la pyridine (le dissolvant principal), de l’acide acétique, 
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et de l’eau dans une proportion respective de 3:1:1:3 et passé à travers une colonne échangeuses 
d’anions (Dowex 1-8 résine, 100-200 mesh size, Bio-RAD, Richmond, CA) équilibrée par la 
même solution.  
Les premiers échantillons provenant de la colonne ont contenu des impuretés identifiées par leur 
couleur brune et par leurs spectres d'absorbance qui étaient différents de ceux du rouge de 
phénol. Des fractions contenant le rouge de phénol ont été mises en commun et le dissolvant a 
été retiré par la lyophilisation suivie de l’élimination de la pyridine restant par décantation (éther 
- eau). Le rouge de phénol purifié à partir de ce procédé n'a pas subi de modification puisque 
l’absorbance de la solution aqueuse du rouge de phénol à différentes valeurs de pH était 
concordante avec des résultats déjà publiés. En outre, le rouge de phénol n’a montré aucune 
toxicité apparente (le temps moyen des expériences étant de 2h30)  
 
L'estimation du pH myoplasmique par le rouge de phénol 
La méthode d’estimation de pH myoplasmique (pHi) et les variations de pH myoplasmique 
(pHi) avec le rouge de phénol est selon Pape et al. (1995) :  La quantité du rouge de phénol 
sous sa form non nonprotoné, dénoté f, a été estimée par l’équation (Irving et al., 1989) :  
f 
r  rmin
r
max  rmin  
où  r = Absorbance (vert)/Absorbance (480nm).  Les valeurs de rmax et rmin sont de 3.21 et 
0.0541, respectivement.  La valeur de pH a été calculée à partir de l’équation: 
 
pH  pK  log
f
1 f


 
  
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avec pK=7.7 (Lisman and Strong, 1979). 
Les différences principales de nos conditions expérimentales avec l'article de Pape at al. (1995) 
sont au niveau de : 1) l’utilisation de la lumière non polarisée dans le travail présenté et 2) 
l’utilisation de différents filtres d'interférence:  a) Un filtre de 480 nm (la longueur d’onde 
isosbestique (insensible au pH) du rouge de phénol en position F3 dans la fig.2; b) Un filtre vert 
avec un intervalle passe-bande de 510-590 nm (l’intervalle sensible au pH du rouge de phénol) 
en position F1 dans la fig. 2;  et c) Un filtre de 680 nm (la longeur d'onde non absorbée par le 
rouge de phénol), a été utilisé en position F2 pour surveiller l'absorbance intrinsèque de la fibre. 
Tous ces filtres ont été obtenus d’Edmund scientific (Barrington, NJ). 
 
Estimation de la concentration de calcium libéré dans le myoplasme 
Les deux formes prédominantes d’EGTA sont  H2EGTA2- et CaEGTA2- dans les conditions de 
nos expériences. Lorsque le Ca se lie à H2EGTA2-, 2 protons sont libérés dans le myoplasme, ce 
qui produit une variation de pHi (pH) qui est mesurée avec le rouge de phénol. 
Ca2+ + H2EGTA2-    CaEGTA2- + 2H+ 
La variation de la concentration de Ca myoplasmique est calculée comme le produit de la moitié 
de la valeur du pouvoir tampon de myoplasme par la variation de pHi obtenue :  
[CaEGTA]  =  -(ß/2) pH 
Où ß=22 mM/Unité de pH (mesuré dans Pape et al., 1995a). La valeur de [CaEGTA] 
correspond à la concentration de Ca libéré (et chélaté par l’EGTA) dans le myoplasme et dénotée 
[CaT] dans nos résultats . Avec 20 mM d'EGTA présent dans le myoplasme, presque tout le Ca 
libéré est rapidement chélaté. Un temps de 5 minutes est nécessaire pour que tout le Ca dissocié 
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d'EGTA soit séquestré par le RS (Pape et al. 1995). Ce temps est dû au multiples associations et 
dissociations qu’un ion de Ca subit en cascade avec plusieurs molécules d’EGTA, pour se 
trouver finalement à l’entrée des pompes Ca-ATPases du RS pour être séquestré. Lors de nos 
expériences, une période d'attente de 7 minutes a été choisie entre les stimulations électriques 
pour la séquestration de [CaT] par le RS. 
La quantité de Ca présent dans le RS peut être calculée en libérant tout le Ca du RS avec une 
stimulation tétanique composée d'au moins 40 potentiels d'actions à une fréquence de 50 Hz dans 
la technique de courant imposé ou avec une dépolarisation importante avec la technique de 
voltage imposé. La vitesse de la libération de Ca est calculée par la dérivation de la quantité de 
Ca libéré dans le myoplasme en fonction du temps (dénoté d[CaT]/dt). Cette vitesse est  
normalisée par le contenu de Ca du RS (exprimée en pourcentage de la concentration de Ca 
présent dans le RS par ms). Dans les expériences de voltage imposé, les courants de charge intra 
membranaires ont été obtenus par la soustraction de petites composantes ioniques des signaux 
d'Itest des Icontrol comme décrit en Hui et Chandler (1990) et Jong et al. (1995b). L' Itest est un 
courant capacitif  d'origine membranaire généré par un pulse de dépolarisation de –110 au –90 
mV d’une durée de 250 ms. Ce courant est généré avant le début de chaque pulse de 
dépolarisation et de la prise des mesures électriques (Icontrol). 
   
L’analyse des tracés obtenus  
Les tracés suivants sont représentatif des résultats obtenus dans nos expériences en technique de 
courant imposé. Le protocole de stimulation et les tracés de [CaT] sont présentés dans la figure 
2.1. 
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Figure 2.1: Le Protocole de stimulation et les enregistrements représentatifs des mesures de 
[CaT] sous l'effet de la stimulation ßADR avec la technique de courant imposé. A. Le protocole 
de stimulation est composé d’un potentiel d’action suivi d’une période de repos de 200 ms et une 
série de 80 potentiels d’action (une partie est illustré)  à une fréquence de 50 Hz. B. Les tracés de 
[CaT]. Les tracés 1, 2, et 3 correspondent aux mesures prises à 23, 16 et 8 minutes avant 
l'addition de 10 µM d'ISO; les tracés 4 et 5 représentent les mesures prises à 3 et 12 minutes 
après l’addition d’ISO. ISO a été enlevé après la prise de mesure à la minute 12. [CaR] 
correspond à la quantité de Ca entrée dans le myoplasme suite à un seul potentiel d’action (PA). 
Expérience 501971; distance entre deux sarcomères : 3.5 µm, diamètre de la fibre : 160 µm, pHi 
avant et après ISO : 6,99-7.01; Potentiel membranaire : -90 mV; courant de maintient: -40 nA, 
fréquence de digitalisation : 3.3 kHz. 
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Dans la plupart de nos expériences, nous avons eu une perte régulière de [CaT] en fonction du 
temps. Cette perte était due à la diffusion du complexe Ca-EGTA à travers la membrane des 
extrêmités de la fibre vers les compartiments latéraux. Cette explication est basée sur les mesures 
effectuées lors des expériences: 1) Aucune variation significative de pHi n'a été observée avant 
ou après l’addition d’ISO pendant les expériences, 2) Le niveau de Ca libre myoplasmique n'a 
subi aucune variation significative observée avant ou après l’addition d’ISO pendant les 
expériences. La perte de [CaT] dans le temps correspondait à de 0 à 5 %, toutes les 7 minutes 
dans les conditions de nos expériences. 
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Figure 2.2 : L’expérience de contrôle de l’effet de rinçage (indiqué par des flèches noires) et la 
superposition des valeurs de [CaT] mesurées ([CaT] mes.) et les valeurs d’extrapolation 
([CaT] extrapol.). Les mesures ont été prises toutes les cinq minutes. Chaque rinçage par les 
solution de Ringer’s et de l’acide ascorbique (1g/L) a été effectué une minutes après la 
stimulation précédente. La fig.2.3 présente les valeurs expérimentales de [CaT] (dénotées 
[CaT] mes.). À partir des valeurs de contrôle avant l'application d'ISO à 10 µM, une 
extrapolation a été faite pour chaque expérience afin d'estimer les valeurs consécutives de [CaT] 
sans stimulation ßADR en tenant compte de la perte linéaire de [CaT] dans le temps. Les points 
d'extrapolation ont servi de valeurs de contrôle pour normaliser les résultats expérimentaux. 
 
30 
 
-30 -20 -10 0 10 20
0
500
1000
1500
2000
2500 [CaT] mes.
[CaT] extrapol. ISO (10 µM)
min.

[C
a T
] 
(µ
M
)
 
Figure 2.3: Le graphique des valeurs de [CaT] mesurées expérimentalement ([CaT] mes.) et les 
valeurs de [CaT] extrapolées ([CaT] extrapol.) en fonction du temps d'exposition de la fibre à 
ISO à 10 µM. Expérience: 501971. 
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Fig. 2.4 Enregistrements représentatifs des potentiels d'action et les tracés des taux de libération 
de Ca dénoté d[CaT]/dt obtenus par la dérivation des tracés de  [CaT] en fonction du temps 
(non illustrés). Les tracés désigné par  "ISO" correspondent à des mesures prises après 8 minutes 
d’exposition de la fibre à ISO à 10 µM. Les tracés désignés "Ctl." correspondent aux valeurs de 
contrôle. Fibre 403971.  
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Calcul de la quantité de Ca extracellulaire entrée dans le myoplasme 
Voir Ca-current  
 
Analyses statistiques 
Les résultats sont exprimés en terme de valeurs moyennes ±  l’erreur standard de la moyenne (n= 
nombre de cellules). Les comparaisons statistiques entre les valeurs  sont effectuées par le test-T de 
Student en utilisant le logiciel Instat (GraphPad Software). La valeur de P<0.05 est considérée 
significative. 
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C h a p i t r e  3  
RÉSULTATS 
 
Le but de ce travail a été d’étudier l’effet de la stimulation ß-adrénergique sur la quantité 
et les paramètre de la variation de Ca  myoplasmique suite à des stimulations électriques 
chez le muscle squelettique à contraction rapide de grenouille.  
 
Les résultats représentés dans la figure 3.1 montrent l’effet de la stimulation ß-
adrénergique sur l’augmentation de l’entrée de Ca dans le myoplasme en réponse à une 
stimulation tétanique. Une minute après l’addition d’ISO, l’on observe une légère 
augmentation de l’entrée de Ca dans le myoplasme. Par contre, cette augmentation a été 
significative seulement après la deuxième stimulation tétanique effectuée à la huitième 
minute après l’addition d’ISO. En outre, en absence de Ca extracellulaire (solution 
nominale sans Ca), cet effet est absent.  
Les figures 3.2, 3.3 démontrent que la stimulation ß-adrénergique n’augmente d’aucune 
manière significative les valeurs de pH intracellulaire avant ou après l’addition d’ISO, ce 
qui démontre que l’effet ß-adrénergique n’affecte pas le pH intracellulaire. 
Les mesures de Ca libre myoplasmique (figures 3.4 et 3.5) éffectués juste avant le début 
de chaque stimulation électrique, démontrent aussi que la stimulation ß-adrénergique ne 
modifie pas ce paramètre myoplasmique. 
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Afin de vérifier si l’effet ß-adrénergique s’effectue en absence de Ca dans le milieu 
extracellulaire, l’ISO a été ajouté dans le milieu extracellulaire en absence de Ca pendant 
7 minutes, puis une minute avant le début de la stimulation électrique, le Ca (1.8 mM) a 
été ajouté au milieu extracellulaire. La figure 3.6 démontre que la stimulation ß-
adrénergique est aussi effectif dans un milieu sans la Ca. En outre, ces résultats appuyés 
par ceux présentés dans la figure 3.5, démontrent que l’augmentation de l’entrée de Ca 
dans le myoplasme sous l’effet d’ISO n’est pas dû à une entrée de Ca extracellulaire 
pendant les périodes de repos où la fibre n’est pas stimulée par des PA. 
Dans une deuxième série d’expérimentation, et avec une fréquence d’acquisition plus 
élevée (3.3 kHz, ou 3.3 points d’acquisition par ms) que celle utilisée pour les résultats 
dans les figures précédentes (1 kHz, ou 1 point par ms), l’effet de la stimulation ß-
adrénergique sur les paramètres de l’entrée de Ca dans le myoplasme a été étudié. Dans 
cette deuxième série d’expérience, la fibre a été stimulée électriquement seulement 8 
minutes après l’addition d’ISO et ce, pour vérifier l’hypothèse d’Oota et Nagai sur 
l’efficacité maximale de la stimulation adrénergique qui est atteinte après 8 minutes 
d’exposition à la drogue. La figure 3.7 et 3.8 illustrent les valeurs de la quantité de Ca et 
la vitesse ce cette entrée dans le myoplasme suite à un seul potentiel d’action. Ces figures 
montrent que pendant un seul potentiel d’action, il y a augmentation des deux paramètres 
mesurés aussi bien après 8 minutes d’exposition de la fibre à ISO qu’après le lavage 
d’ISO du milieu.  
L’effet de la stimulation ß-adrénergique sur differents paramètres de l’aspect des PA est 
aussi présenté dans le tableau 3.1. Aucune variation significative n’a été observée dans 
ces paramètres suite à l’exposition de la fibre à ISO pendant 8 minutes. 
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L’effet de la stimulation ß-adrénergique sur l’entrée de Ca dans le myoplasme chez les 
fibres musculaires vidangées de leur Ca sarcoplasmique  
  
Une autre approche expérimentale utilisée pour étudier l’effet de la stimulation ß-
adrénergique a été de vidanger le Ca du réticulum sarcoplasmique, de telle manière à ce 
que la seule source de l’entrée de ca dans le myoplasme lors des stimulations électriques 
soit le Ca extracellulaire. Dans une série d’expérimentations, la thapsigargine a été 
utilisée pour bloquer la pompe Ca-ATPase et le repompage de Ca entré dans le 
myoplasme suite à des stimulations électriques. Toutefois, le courant de maintient 
d’aucune des fibres utilisées dans ce protocole n’est jamais restée stable et ce, en grande 
partie, à cause de la longueur de la durée des expériences dépassant 3 heures et 
comportant des stimulations électriques répétitives pour libérer le Ca sarcoplasmique 
dans le myoplasme. Dans une autre série d’expériementations, 1nM de ryanodine a été 
ajouté à la solution intracelluaire dépourvue de Ca afin de garder les canaux de libération 
de Ca sarcoplasmique dans un état ouvert, ce qui contribuerait à l’augmentation de la 
vitesse de vidange de Ca sarcoplasmique et à une diffusion plus rapide de Ca à l’extérieur 
de la fibre vers les compartiments latéraux. La figure 3.9 illustre le protocole 
expérimentale et les tracé témoins et les tracés enregistrés 8 minutes après l’addition 
d’ISO au milieu extracellulaire. La figure 3.10 illustre les quantités de Ca entré dans le 
myoplasme pendant un PA ou une série de PA démontrant que l’entrée de Ca 
extracellulaire dans le myoplasme est augmentée par ISO et que cette augmentation est 
significative lorsque la fibre est stimulée par une série de PA. Le tableau 3.2 illustre 
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l’effet ISO sur le pH intracellulaire et le Ca libre myoplasmique et la pente de l’entrée de 
Ca extracellulaire dans le myoplasme dans ces conditions expérimentales. 
En combinant ces résultats avec ceux obtenus lorsque le Ca extracellulaire est absent 
(figure 3.1, 3.7 et 3.8) il a été possible de distinguer la source de l’augmentation de Ca 
dans le myoplasme sous l’effet de la stimulation ß-adrénergique. En outre, l’importance 
de l’entrée de Ca extracellulaire sous l’effet ISO est plus grande en réponse à une série de 
PA, suggérant ainsi que chaque PA contribuerait individuellement à une entrée de Ca 
extracellulaire de l’ordre de 0.106 M dans les conditions témoins et de 0.340 M après 
une stimulation de 8 minutes par ISO, ce qui correspond à une augmentation de %31.176 
dans ces conditions expérimentales. (En assumant que le temps pendant le quel il y a 
entrée de Ca pendant chaque PA est de l’ordre de 20 ms; le nombre de PA utilisés pour 
les résultats illustrés dans le tableau 3.2 est de 65 dû à la limitation du nombre de bits 
disponible dans l’exécution du programme d’acquisition pour atteindre une fréquence 
d’échantillonnage à 3.3 kHz). 
 
L’entrée de Ca extracellulaire s’effectue par les canaux calciques de type L dans le 
muscle squelettique de grenouille 
 
La figure 3.11 illustre les tracés obtenus par la méthode de voltage imposé. Dans ce 
protocole de stimulation par des pulses de dépolarisation de –70 mV et –30 mV à +10 
mV, il est démontré que le courant calcique de type T n’est pas présent dans la fibre de 
muscle squelettique de grenouille. La figure 3.12 illustre les tracés obtenus par une pulse 
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de dépolarisation de –90 mV à +10 mV en condition de contrôle et en présence de 10 M 
de nifédipine, un inhibiteur des canaux calciques voltage dépendants de type L. 
 
La stimulation ß-adrénergique diminue le temps d’activation des canaux calciques de 
type L avec une diminution significative du temps au pic du courant calcique pour une 
dépolarisation de –90 mV au –30 mV et des temps au mi pic pour des dépolarisations de 
–90 aux potentiels moins élevés que –30 mV   
 
La figure 3.13 illustre les tracés caractéristiques du courant entrant de Ca en présence ou 
en absence de stimulation par ISO en technique de voltage imposé. Ces tracés démontrent 
que le courant entrant de Ca est activé plus rapidement en réponse à des pulses de 
dépolarisations de –90 à des potentiels de –50 à –20 mV. Le courant sortant obtenus à la 
fin des pulses de dépolarisation de –90 mV à des potentiels de +10 à +30 mV est dû à 
l’entrée des ions sulfonates utilisés pour remplacer les ions chlorures dans la solution 
extracellulaire. 
Les temps au pic et au mi pic de l’amplitude de ce courant pour 5 expériences sont 
illustrés dans les figures 3.14 et 3.15 où l’on a obtenu une diminution significative du 
temps au mi pic de l’amplitude du courant calcique pour des potentiels de –50 à –30 mV 
après la stimulation par ISO. Ces résultats démontrent que l’effet ß-adrénergique sur 
l’augmentation de l’entrée de Ca extracellulaire  implique une activation plus rapide des 
canaux calciques pour des potentiels moins élevés. 
Les mesures des densités de charge du courant entrant de Ca sont illustrées dans la figure 
3.15. Ces meures correspondent à la surface de l’aire sous la courbe de l’entré de Ca 
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normalisés par la surface de la fibre (En assumant que la surface des invaginations du 
système T augment par un facteur de 7 la surface nominale de la fibre obtenue par la 
relation 2rl avec l : la longueur de la fibre exposée au milieu extracellulaire et r : le 
rayon de la fibre. l=500 m) avec une capacitance de 1F par cm2. 
 
Effet de l’ISO sur l’entrée de Ca extracellulaire à travers les canaux calciques par la 
technique de voltage imposé 
 
La figure 3.17 illustre les tracés caractéristiques d’intégration des courants entrant de Ca 
calculés en M (En assumant que le volume efficace du myoplasme correspond à 70% du 
volume de la fibre calculé par la relation v=r2l, avec l=500m). La figure 3.18 illustre 
les quantités de Ca extracellulaire entré dans le myoplasme pour 5 expériences. Ces 
résultats démontrent que la quantité de Ca extracellulaire entré dans le myoplasme 
augmente de manière significative pour des potentiels de –50 à –30 mV sous l’effet 
d’ISO. 
 
La figure 3.20 illustre les tracés du courant entrant de Ca en présence traités par la 
nifédipine en présence ou absence d’ISO. L’effet ISO sur le courant entrant de Ca pour 
des potentiels choisis d’après la figure 3.17 et 3.18 est absent dans ces conditions 
expérimentales, ce qui démontre que l’effet de la stimulation ß-adrénergique observé sur 
l’augmentation de l’activation et l’amplitude du courant entrant de Ca pour des potentiels 
de –50 à –30 mV implique l’activation des canaux calciques voltage dépendants de type 
L (d’éprès la figure 3.11 démontrant l’absence de courant calcique de type T) 
39 
 
 
L’effet de l’utilisation de différents protocoles de stimulation avec les techniques de 
courant ou de voltage imposé sur l’effet ß-adrénergique observé 
 
L’effet de la stimulation ß-adrénergique sur différents paramètres de l’entrée de Ca 
extracellulaire dans le myoplasme comporte certaines différences en fonction de la 
technique éléctrophysiologique utilisée. En effet, l’augmentation de la quantité de Ca 
totale entrée dans le myoplasme sous l’effet d’ISO n’est pas observée avec la technique 
de voltage imposé. Ceci est dû à la différence dans les protocoles de stimulation. En effet, 
dans la technique de courant imposé, un PA est généré suite à l’injection d’un courant de 
200 nA pendant 3 ms et une période de repos de 17 ms pour le protocole de stimulation 
tétanique pendant lequel la quantité totale de Ca entré dans le myoplasme est calculée. La 
repolarisation de la fibre se fait alors selon les échanges ioniques subséquentes à travers 
la membrane, ce qui ressemble davantage à des conditions physiologiques. Par contre, 
lors des expériences en technique de voltage imposé, il n’a pas été possible de 
programmer une pulse de dépolarisation correspondant exactement à l’allure d’un PA 
obtenu par la technique de courant imposé sans une période de repolarisation nécessaire à 
la repolarisation de la fibre à –90 mV par la variation de voltage imposé utilisé dans les 
pulses. Plusieurs expériences ont été effectuées en changeant la durée et l’amplitude des 
pulses de stimulations pour arriver à trouver le même résultat dans la technique de 
courant imposé avec ISO ou en variant la durée des pulses lors des stimulations 
composées d’une série de pulses de dépolarisation rapprochés pour imiter la stimulation 
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tétanique obtenue dans la technique de courant imposé (en gardant toujours la fréquence 
des stimulations multiples à 50 Hz).  
La figure 3.19 illustre les tracés caractéristiques de deux protocoles de pulse de 
dépolarisation utilisés en présence ou en absence d’ISO et les tracés calculés de l’entrée 
de Ca extacellulaire dans le myoplasme (Le courant entrant de Ca dans le protocole de 
pulses rapprochés est filtré à 0.01 Hz pour rendre lisse la courbe afin de comparaison). 
Bien que la quantité totale de Ca entré dans le myoplasme n’est pas affectée par ISO dans 
aucun des deux protocoles (non illustrée), un décalage net vers la gauche du courant 
entrant de Ca et de la courbe de l’entrée de Ca extracellulaire en fonction du temps depuis 
le début des pulses rapprochés est observé sous l’effet d’ISO. Ceci met en évidence 
l’activation plus rapide du courant entrant de Ca extracellulaire avec des pulses 
rapprochés et suggère que la modification de l’activation des canaux calciques voltage 
dépendants sous l’effet ISO pour des potentiels moins élevé (de –50 à –30 mV) se 
traduirait par une entrée plus rapide et plus importante de Ca au début de chaque pulse de 
dépolarisation, ce qui étant cumulatif, se termine par une quantité finale plus élevée de Ca 
entré dans le myoplasme à travers ces canaux. 
De même, un pulse de dépolarisation dans la technique de voltage imposé est toujours 
terminé par une repolarisation abrupte de la fibre, ce qui conduit à un changement 
brusque de la force motrice, ce qui pourrait changer les propriétés d’activation des canaux 
calciques voltage dépendants dans le protocole de pulses rapprochés.  
La figure 3.20 illustre les tracés non filtrés obtenus en technique de voltage imposé avec 
un protocole de pulses rapprochés (de –90 mV à +20 mV) à des fréquences de 
stimulation de 50 Hz (composé de 40 pulses, 1 pulse de 12 ms tous les 20 ms) et de 62.5 
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Hz (composé de 40 pulses, 1 pulse de 12 ms tous les 16 ms) en présence ou en absence 
d’ISO. Les tracés de la quantité de Ca extracellulaire entré dans le myoplasme de la 
même fibre correspondent à l’intégration de la différence entre les tracés du courant 
calcique avant et après ISO calculées et exprimées en µM. L’effet de l’augmentation de 
la fréquence de stimulation dans ce protocole expérimental aboutit à une entrée plus 
importante de Ca extracellulaire dans le myoplasme pour le même nombre de pulse. En 
effet, avec la fréquence de 50 Hz, chaque pulse de dépolarisation conduit à une entrée 
excédentaire de (14.28 µM / 40 pulses) 0.357 µM de Ca sous l’effet d’ISO tandis qu’avec 
la fréquence de 62.5 Hz, chaque pulse de dépolarisation conduit à une entrée excédentaire 
de (20 µM / 40 pulses) 0.50 µM de Ca sous l’effet d’ISO.  
Ceci démontre que si la période de repos entre deux pulses est écourté de 4 ms, il y a une 
augmentation moyenne de 0.143 µM de Ca extracellulaire entré dans le myoplasme pour 
chaque pulse sous l’effet d’ISO. 
En effet, à une fréquence plus élevée, le début de chaque pulse arrive plutôt au début de 
chaque événement de l’activation du courant entrant de Ca précédant, ce qui se traduirait 
par une entrée plus importante de Ca extracellulaire après 40 événements successives 
sous l’effet d’ISO. 
 
L’effet de la stimulation ß-adrénergique sur le mouvement de charges intramembranaires 
 
Les tracés représentatifs et la quantité de charge intramembranaire pour 5 expériences 
sont illustrés dans les figures 3.21 et 3.22. L’ISO a diminué légèrement la quantité de 
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charge intramembranaire déplacée par des pulses de dépolarisation pour des potentiels 
supérieurs à –10 mV mais cet effet n’a pas été significative.   
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Figure 3.1 : Effet de la stimulation ßADR (ISO à 10 µM) sur la variation de l’entrée de 
Ca dans le myoplasme en réponse à une stimulation tétanique, en présence de 1.8 mM de 
Ca extracellulaire (+ Ca ext., n=5) et en absence de Ca extracellulaire (- Ca ext., n=5). 
Les valeurs sont exprimées en moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. ** indique 
une différence significative entre chacune des valeurs témoin et la 8ème minute après la 
stimulation ßADR (p<0.01); + indique une différence significative entre les valeurs de 
[CaT] à la 8ème minute après la stimulation ßADR, en présence et en absence de Ca 
extracellulaire (p<0.05). Technique de courant imposé avec le protocole de stimulation 
électrique composé de 80 potentiels d’action supraliminaires à une fréquence de 50 Hz.  
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Figure 3.2 : Effet de la stimulation ßADR sur la variation du pH intracellulaire (pHi) de la 
fibre musculaire à contraction rapide de grenouille, en présence de 1.8 mM de Ca 
extracellulaire (+ Ca ext., n=5) et en absence de Ca extracellulaire (- Ca ext., n=5). 
Technique du courant imposé. Les mesures sont prises avant le début de chaque 
stimulation éléctrique.   
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Figure 3.3 : Effet de l’application d’ISO (10 µM) sur la variation du pH intracellulaire 
(pHi) de la fibre musculaire à contraction rapide de grenouille en présence de 1.8 mM de 
Ca extracellulaire. Les prises de mesure sont effectuées dans un intervalle de temps sans 
stimulation électrique. Technique du courant imposé.  
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Figure 3.4 : Effet de la stimulation ßADR sur la variation du Ca libre intracellulaire (Cai 
libre) de la fibre musculaire à contraction rapide de grenouille, en présence de 1.8 mM de 
Ca extracellulaire (+ Ca ext., n=5) et en absence de Ca extracellulaire (- Ca ext., n=5). 
Technique du courant imposé. Les mesures sont prises avant le début de chaque 
stimulation éléctrique.   
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Figure 3.5 : Effet de l’application d’ISO sur la variation de Ca intracellulaire (Cai) de la 
fibre musculaire à contraction rapide de grenouille en présence de 1.8 mM de Ca 
extracellulaire. Les prises de mesure sont effectuées dans un intervalle de temps sans 
stimulation électrique. Technique du courant imposé.  
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Figure 3.6 : L’efficacité de la stimulation ßADR (ISO à 10 µM) (en absence de Ca 
extracellulaire) sur la variation de l’entrée de Ca dans le myoplasme. La fibre a été dans 
une solution extracellulaire sans Ca avant et pendant 7 minutes de stimulation avec ISO. 
Une minute avant la stimulation électrique, la solution extracellulaire a été remplacée par 
celle contenant ISO et 1.8 mM de Ca. Le protocole de stimulation électrique en technique 
de courant imposé est composé d’un train de 80 potentiels d’action à une fréquence de 50 
Hz. 
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Figure 3.7 : Effet de la stimulation ßADR sur la variation de l’entrée de Ca dans le 
myoplasme après un seul potentiel d’action ([CaR]), en présence de 1.8 mM de Ca 
extracellulaire (+ Ca ext., n=6) et en absence de Ca extracellulaire (- Ca ext., n=5). Les 
valeurs sont exprimées en moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. * indique une 
différence significative entre les valeurs témoins (Ctl1. Et Ctl.2) et 8 minutes après 
l’exposition de la fibre à ISO en présence de Ca extracellulaire (p<0.05); + et ++ 
indiquent des différences significatives (p<0.05 et 0.01) entre les mesures de CaR en 
présence et en absence de Ca extracellulaire. Les prises de mesure indiquées par 
«Lavage» ont été effectuées après le retrait d’ISO de la solution extracellulaire. 
Technique du courant imposé. 
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Figure 3.8 : Effet de la stimulation ßADR sur la variation de la vitesse de l’entrée de Ca 
après un seul potentiel d’action (exprimée en d[Ca]/dt) dans le myoplasme de la fibre 
musculaire en présence de 1.8 mM de Ca extracellulaire (+ Ca ext., n=6) et en absence de 
Ca extracellulaire (- Ca ext., n=5). Les valeurs sont exprimées en moyenne ± l’erreur 
standard de la moyenne. ++ indique une différence significative entre les valeurs témoins 
(Ctl.1 Et Ctl.2) et 8 minutes après l’exposition de la fibre à ISO en présence de Ca 
extracellulaire (p<0.01); * indique une différence significative (p<0.05) entre les mesures 
de d[Ca]/dt en présence et en absence de Ca extracellulaire. Les prises de mesure 
indiquées par «Lavage» ont été effectuées après le retrait d’ISO de la solution 
extracellulaire. Technique du courant imposé. 
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   Avec Ca extracellulaire  Sans Ca extracellulaire 
 
        Ctl.      ISO       Ctl.      ISO 
 
PA (mV)  123.64.3 126.92.8  121.31.1 116.40.7  
T au pic (ms)  30.2  2.710.16  2.250.14 2.330.19 
T au ½ pic (ms) 1.790.22 1.620.17  1.620.13 1.650.17 
 
 
Tableau 3.1 : Les caractéristiques des PA mesurés chez les fibres musculaires dans la 
technique de courant imposé pour les conditions témoins (Ctl.) (n=5) et après 8 minutes 
de stimulation par ISO à 10 µM (ISO) (n=5). PA : pic d’amplitude du potentiel d’action 
exprimé en mV, T au pic : temps au pic d’amplitude du potentiel d’action exprimé en ms, 
et T au ½ pic, temps au mi pic d’amplitude du potentiel d’action exprimé en ms. La 
fréquence de digitalisation est de 1 kHz. Les expériences supplémementaires avec une 
fréquence de digitalisation à 3.3 kHz n’ont pas révélé de différences significatives entre 
les groupes. 
52 
 
 
Figure 3.9 : Effet de la stimulation ßADR sur le [CaT] et de la vitesse de l’entrée de Ca 
(d[Ca]/dt) dans le myoplasme de la fibre musculaire à contraction rapide de grenouille, 
en présence de 1 nM de Ryanodine et 1.8 mM de Ca extracellulaire. Les valeurs sont 
exprimées en moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. Les tracés témoins et 8 
minutes après ISO sont représentés par « Ctl. » et « ISO ». Le protocole de stimulation est 
représenté en haut de la figure. Technique du courant imposé. Temps de l’application de 
la ryanodine et le temps de le prise des mesures : 98 et 189 minutes après le traitement 
par la saponine respectivement, [CaRS]=0 dans ces conditions expérimentales, fibre : 
N17981, diamètre : 101 µm, pHi : 6.89, [rouge de phénol] : 0.884 mM.  
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Figure 3.10 : Effet de la stimulation ßADR sur la quantité de Ca extracellulaire entré dans 
le myoplasme pendant un seul PA ([CaR], petits cercles) et pendant une série de 65 PA à 
50 Hz ([CaT], grands cercles) avec [CaRS]=0 (n=3, fibres traitées par l nM de 
ryanodine). * indique une différence significative (à p<0.05) entre la valeur de [CaT] 
après 8 minutes d’exposition de la fibre par ISO (10 µM) et chacune des deux mesures 
témoins. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. 
Technique de courant imposé. Fréquence de digitalisation : 3.3 kHz.
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Fibre    pHi   Cai          Pente 
 
                 (µM)         (µM/ms) 
 
   Ctl. ISO Lav. Ctl. ISO Lav. Ctl. ISO Lav.  
 
N17981  6.77 6.76 6.75 0.105 0.110 0.110 0.006 0.029 0.069 
 
N20981  6.92 6.94 6.93 0.053 0.047 0.049 0.004 0.009 0.012 
 
D04981  6.85 6.85 6.84 0.070 0.072 0.077 0.006 0.012 0.009 
____________ ___________________________________________________ 
Moyenne  6.85 6.85 6.84 0.08 0.08 0.08 0.0053 0.0170 0.030 
E.S.M   0.02 0.03 0.03 0.01 0.01 0.01 0.0005 0.0046 0.015 
 
 
 
Tableau 3.2 : Les pHi et Cai et la pente de l’entrée de Ca (µM/ms) dans les fibres 
musculaires traitées par la ryanodine (1 nM) pour des conditions témoins (Ctl.), après 8 
minutes d’exposition à ISO (ISO), et après le lavage de la fibre par la solution de Ringers 
(Lav.). La pente mesurée représente l’entrée de Ca extracellulaire (en µM/ms) dans le 
myoplsame pendant le train de 65 PA à une fréquence de 50 Hz avec [CaRS]=0. Les pHi 
et Cai sont mesurés avant le début de chaque stimulation électrique. Technique de courant 
imposé. 
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Figure 3.11 : L’absence du courant Ca de type T chez le muscle squelettique de 
grenouille. Cette figure illustre les tracés du courant entrant de Ca activé (en bas) en 
réponse à des sauts de dépolarisation de –70 mV (cercle vide) et de –30 mV (cercle plein) 
à +10 mV (pulses représentés en haut de la figure). Le saut de potentiel de –30 à +10 mV 
active le courant calcique de type soutenu (type L) tandis que le saut de potentiel de –70  
à +10 mV active tous les courants calciques.  Le saut du courant entrant enregistré au tout 
début du pulse de –70 mV à +10 mV correspond au mouvement de charges 
intramembranaires avec un pic du courant de 20 nA. Fibre 317992, diamètre : 160 µm, 
pHi = 6.65. Fréquence de digitalisation : 1 kHz. 
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Figure 3.12 : L’effet de 10 µM de nifédipine sur le courant calcique de type L étudié dans 
le muscle squelettique de grenouille. Cette figure illustre les tracés du courant entrant de 
Ca activé (en bas) en réponse à des sauts de dépolarisation de –90 mV à +10 mV en 
présence (cercle plein) et en absence (cercle vide) de nifédipine (un inhibiteur des canaux 
calciques de type L). Fibre 326991, diamètre : 168 µm, pHi = 6.65. Fréquence de 
digitalisation : 1 kHz. 
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Fig. 3.13 : Les Enregistrements du courant entrant de Ca avant (cercles vides) et après 
l'exposition de 8 minutes de la fibre à 10 µM d’ISO (cercles pleins). Le protocole de 
stimulation est composé des pulses de dépolarisation de –90 mV à des potentiels de –50 à 
+30 mV (indiqué à côté de chaque tracé) d'une durée de 1000 ms. Fréquence de 
digitalisation : 3.3 kHz. 
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Figure 3.14: Effet de la stimulation ßADR (avec ISO à 10 µM) sur le temps au pic 
d’amplitude du courant entrant de Ca dans le myoplasme de la fibre musculaire à 
contraction rapide de grenouille, en présence de 10 mM de Ca extracellulaire. Les valeurs 
témoins (Ctl., n=5) et après 8 minutes d’exposition à ISO (ISO, n=5) sont exprimées en 
moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. * indique une différence significative entre 
le Ctl. et ISO (p<0.05) pour le pulse de dépolarisation de –90 à –30 mV. Technique de 
voltage imposé avec le protocole de stimulation électrique composé d’un pulse de 
dépolarisation de –90 mV à des potentiels de –50 à +30 mV d’une durée de 1000 ms. 
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Figure 3.15 : Effet de la stimulation ßADR (avec ISO à 10 µM) sur le temps au mi pic 
d’amplitude du courant entrant de Ca dans le myoplasme de la fibre musculaire à 
contraction rapide de grenouille, en présence de 10 mM de Ca extracellulaire. Les valeurs 
témoins (Ctl., n=5) et après 8 minutes d’exposition à ISO (ISO, n=5) sont exprimées en 
moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. *et ** indiquent des différences 
significatives entre les valeurs Ctl. et ISO (p<0.05 et p<0.01 respectivement)  pour les 
pulses de dépolarisation correspondants. Technique de voltage imposé avec le protocole 
de stimulation électrique composé d’un pulse de dépolarisation de –90 mV à des 
potentiels de –50 à +30 mV d’une durée de 1000 ms. 
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Figure 3.16 : Effet de la stimulation ßADR sur la densité de charge (avec la capacitance 
membranaire de 1 µF/cm2) du courant entrant de Ca en fonction de voltage. Les valeurs 
témoins (Ctl., n=5) et après 8 minutes d’exposition à ISO (ISO, n=5) sont exprimées en 
moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. *et ** indiquent des différences 
significatives entre les valeurs Ctl. et ISO (p<0.05 et p<0.01 respectivement) pour les 
pulses de dépolarisation correspondants. Technique de voltage imposé avec le protocole 
de stimulation électrique composé d’un pulse de dépolarisation de –90 mV à des 
potentiels de –50 à +30 mV d’une durée de 1000 ms. 
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Fig. 3.17 : Les tracés d’intégration des enregistrements des courants entrants de Ca 
(calculés en µM de Ca) avant (cercles vides) et après l'exposition de la fibre à ISO (10 
µM) (cercles pleins). Le protocole de stimulation est composé des pulses de 
dépolarisation de –90 mV à des potentiels de –50 à +30 mV (indiqué à côté de chaque 
tracé) d'une durée de 1000 ms. Fibre 828981, fréquence de digitalisation : 3.3 kHz. 
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Figure 3.18 : Effet de la stimulation ßADR sur la quantité de Ca extracellulaire (exprimée 
en µM, en assumant que le Ca est diffusible dans 70% du volume total de la fibre) entrant 
dans le myoplasme de la fibre musculaire à contraction rapide de grenouille. Les valeurs 
témoins (Ctl., n=5) et après 8 minutes d’exposition à ISO (ISO, n=5) sont exprimées en 
moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. *et ** indiquent des différences significative 
entre les valeurs Ctl. et ISO (p<0.05 et p<0.01) pour les pulses de dépolarisation 
correspondants. Technique de voltage imposé avec le protocole de stimulation électrique 
composé d’un pulse de dépolarisation de –90 mV à des potentiels de –50 à +30 mV d’une 
durée de 1000 ms. 
64 
 
 
 
 
 
Figure 3.19 : Les Enregistrements du courant entrant de Ca (ICa) et les tracés des 
intégrations des ICa calculées et exprimées en µM (représentées par [Caentrant] avant 
(cercles vides) et après l'exposition de 8 minutes de la fibre à ISO (10 µM) (cercles 
pleins). Les protocoles de stimulation sont composés d’un pulses simple de dépolarisation 
de –90 mV à +30 mV d’une durée de 1000 ms (à gauche) et d’un train de 65 pulses de 
dépolarisation de –90 mV à +30 mV (à droite)(le tout n’est pas montré) à une fréquence 
de 50 Hz, d’une durée de 12 ms chacun. Technique de voltage clamp. Les tracés d’ICa 
sont filtrés à 0.01 kHz afin de comparaison et rendre plus lisse les tracés obtenus en 
protocole de pulses multiples. Fréquence de digitalisation : 3.3 kHz. 
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Figure 3.20 : Effet de la fréquence de stimulation sur le courant entrant de Ca. Cette 
figure illustre les enregistrements des courants calciques avant (cercles vides) et après 
(cercle pleins) l'exposition de 8 minutes de la fibre à ISO (10 µM) et les tracés des 
[Caentrant] (obtenus par l’intégration de la différence entre les tracés du courant calcique 
avant et après ISO) calculées et exprimées en µM. Les protocoles de pulses multiples 
sont composés d’une série de 40 pulses de dépolarisation de –90 mV à +20 mV d’une 
durée de 12 ms chacune  à une fréquence de 50 Hz (à gauche) et de 62.5 Hz (à droite) 
chacun. Fibre : 324991. Fréquence de digitalisation : 1 kHz.  
 
66 
 
 
 
Figure 3.21 : La disparition de l’effet ISO en présence de 10 µM de nifédipine. Cette 
figure illustre les enregistrements du courant entrant de Ca en présence de nifédipine 
(dans les conditions de contrôle (cercles vides) et après l'exposition de 8 minutes de la 
fibre à ISO (10 µM) (cercles pleins). Le protocole de stimulation est composé d’un pulse 
simple de dépolarisation de –90 mV à des potentiels de –50, -40, -35, -30, -25, et –20 
mV) d’une durée de 800 ms. Technique de voltage clamp. Fréquence de digitalisation : 
3.3 kHz. Fibre, 326991.
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Figure 3.22 : Les enregistrements des courants générés par l’activation des DHPR (Itest-
Ipulse) avant (cercles vides, n=5) et après la stimulation ßADR (avec ISO à 10 µM)(cercles 
pleins, n=5). Le protocole de stimulation est composé de pulses de dépolarisation de –90 
mV à de –50 à +30 mV d’une durée de 1000 ms. L’amplitude du pulse de dépoalrisation 
est indiquée à côté de chaque série de tracés. Technique de voltage clamp. Les tracés 
(Itest-Ipulse) sont intégrés pour mesurer la quantité de charge intramembranaire déplacée 
(en nC/µF) lors de l’activation des DHPR. Fréquence de digitalisation : 3.3 kHz. 
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Figure 3.23 : Effet de la stimulation ßADR sur la quantité de charge intramemranaire 
(QON en nC/µF) déplacées par des sauts de dépolarisation de –90 mV à des potentiels de 
–50 à +30 mV. Les valeurs témoins (Ctl., n=5) et après 8 minutes d’exposition à ISO 
(ISO, n=5) sont exprimées en moyenne ± l’erreur standard de la moyenne. Technique de 
voltage imposé.  
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Fibre  Diamètre         Capp  [Rouge de Phénol]       pHi 
(µm)          (µF)            (mM) 
 
Ctl.-ISO      Ctl.-ISO       Ctl.-ISO 
 
821981 180-182 0.0200-0.0214   0.88  6.62-6.62 
821982 126-128 0.0096-0.0083   0.88  6.70-6.69 
827982 169-172 0.0144-0.0144   0.91  6.62-6.63 
828981 148-150 0.0127-0.0124   0.88  6.78-6.78 
612981 139-141 0.0142-0.0142   0.76  6.60-6.61 
317992 165-167 0.0134-0.0134   0.88  6.65-6.65 
324991 149-150 0.0135-0.0122   0.87  6.53-6.54 
326991 165-166 0.0175-0.0173   0.88  6.65-6.65 
 
 
Tableau 3.3 : Différents paramètres mesurés chez les fibres utilisées en technique de 
voltage imposé. Les diamètres, les capacitances apparentes de la membrane et les valeurs 
de pHi des fibres sont donnés pour les conditions de contrôle (Ctl.) et 8 minutes après 
l’exposition de la fibre à ISO (ISO). La concentration du rouge de phénol est  aussi 
illustrée pour chaque fibre. 
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C h a p i t r e  4  
DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS 
 
L’effet de la stimulation ßADR sur l’augmentation de la force de contraction fait encore 
objet de recherche actuelles (Murphy et al., 1997). Selon Arreola et al. (1987), l’EPI 
exerce son effet  de potentialisation de la contraction musculaire en augmentant l’entrée 
de Ca extracellulaire et ce, par une augmentation de l’amplitude du courant entrant de Ca. 
Par contre, leurs affirmations sont basées sur des mesures de contractions musculaires ou 
des courants entrant de Ca extracellulaire et non pas sur des mesures directes de 
différents paramètres de la variation de Ca myoplasmique. Dans ce travail, en nous 
servant de la technique d’ EGTA/rouge de phénol, nous avons étudié l’effet de la 
stimulation ßADR sur le pHi, le Ca libre intracellulaire, le contenu total en Ca du RS, 
l’entré de Ca dans le myoplasme et les paramètres y reliés avec les techniques de courant 
et de voltage imposé. Dans cette étude, nous avons montré que l’ISO augmente l’entrée 
de Ca dans le myoplasme en réponse à des PA et que cet effet dépend de la présence de 
Ca extracellulaire et les paramètres y reliée.  
 
Il est déjà reporté que la stimulation ADR augmente la tension de contraction du muscle à 
contraction rapide de mammifère stimulé directement par des stimulations électriques 
(Bowman and Nott, 1969).  D'autres résultats ont aussi démontré que la stimulation ADR 
augmente la réponse aux stimulations de type "twitch" dans le muscle de grenouille (Oota 
72 
 
and Nagai, 1977; Gonzalez-Serratos et al., 1981; Arreola et al., 1987 ) avec un effet sur la 
contraction moins élevé que celui observé dans le muscle squelettique des mammifères. 
Arreola et al. (1987) ont démontré que la stimulation ADR augmente le pic d’amplitude 
du courant entrant de Ca et que l'effet de la potentialisation de l'EPI dépendait du Ca 
extracellulaire. Ils ont présumé que la stimulation ADR augmentait l'entrée de Ca de la 
solution exteracellulaire et de ce fait, la quantité de Ca sarcoplasmique se trouverait 
augmentée. Cette entrée de Ca devrait se produire par l’activation des canaux calciques 
voltage dépendants en réponse à des potentiels d'action puisque ces canaux sont fermés 
au repos. À l'appui de cette hypothèse, ils ont observé que l'effet de l'ADR exige un 
nombre élevé de potentiels d'action à une haute fréquence de stimulation. Cependant, 
cette dernière conclusion est en désaccord avec les résultats de Gonzalez-Serratos et al. 
(1981) qui ont observé une augmentation de 80% du pic d’amplitude de contraction en 
réponse à un seul potentiel d’action suite à une exposition de 8 minutes à l'EPI. Oota et 
Nagai (1977) ont également trouvé que le dibutyryl AMPc (analogue de l'AMPc 
perméable à la membrane cellulaire) a renforcé de manière significative le mouvement de 
« twitch » mesuré à moins d'une minute suivant l'exposition du muscle au dibutyryl 
AMPc. Dans le cadre de notre projet, nous avons examiné l'effet de la stimulation ß-
adrénergique sur l'entrée de Ca dans le myoplasme en réponse à un et à une serie de PA. 
Nos résultats ont démontré que la stimulation ß-adrénrgique augmente de manière 
significative l’entrée de Ca dans le myoplasme suite à un ou à plusieurs PA.  
 
L’effet d’ISO sur le [CaR]  
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Nos résultats montrent que la quantité totale de Ca libéré dans le myoplasme suite à un 
seul PA après 8 minutes d’exposition à ISO a augmenté de manière significative (p<0.05, 
n=6). Cela démontre que cet effet ne dépenderait pas strictement d’un nombre élevé de 
PA comme suggéré par Arreola et al. (1987). Ce résultat est en accord avec ceux reportés 
par Oota et Nagai (1977). En outre, nos résultats indiquent que la stimulation de la voie 
ß-adrénergique par ISO produit une augmentation significative de la vitesse de libération 
de Ca dans le myoplasme (p<0.05, n=6). Ceci constitue une nouvelle information qui 
suggère que l’ISO exerce un effet direct sur la vitesse de la libération de Ca dans le 
myoplasme, un effet qui serait du à une activation plus rapide de l’entrée de Ca 
extracellulaire. 
 
Basé sur ces résultats, il est proposé que la stimulation ß-adrénergique exerce au moins 
deux effets sur la libération de Ca dans le myoplasme qui serait une augmentation de 
l'entrée de Ca du milieu externe par les canaux calciques voltage dépendants, comme 
suggéré par d’autres auteurs mais aussi favoriser la conséquence à ce premier effet qui est 
d’augmenter la quantité de Ca du RS, ce qui contribuerait davantage à une augmentation 
des paramètres de libération de Ca pour des stimulations subséquentes. 
D’après nos résultats sur les mouvements de charge intramembranaires, l’ISO 
n’affecterait pas les DHPR mais seulement l’entrée de Ca extracellulaie à travers les 
canaux calciques voltage dépendants. En effet, nous avons plutôt enregistré une 
diminution non significative du mouvement de charges intra membranaires avec ISO. Par 
conséquent, l’effet ISO sur l’augmentation de [CaR] pendant le premier PA serait 
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probablement due à d’autres effets sur les canaux de libération de Ca du RS et qui 
exigerait le Ca extracellulaire. 
 
Les expériences faites avec 1 nM de ryanodine ont permis de vidanger le contenu total en 
Ca du RS en gardant les canaux sensibles à la RYR dans un état ouvert (Rousseau et al., 
1987), ce qui a crée une fuite de Ca du RS dans le myoplasme et sa diffusion à travers la 
membrane des extrémités de la fibre se trouvant dans une solution dépourvue de Ca. Dans 
ces expériences, ISO a augmenté l’entrée de Ca extracellulaire dans le myoplasme de 
18.5  5 µM (n=3), mais cela ne corresponds pas exactement à l’augmentation de 98.83  
36 µM (n=5) du Ca myoplasmique obtenue dans les expériences en technique de courant 
imposé. Il faut préciser que les expériences de vidange de RS en utilisant le RYR ont eu 
une durée moyenne de 3.5 à 4 heures, ce qui pourrait contribuer à une dégradation d’un 
nombre important de canaux calciques voltage dépendants.  
 Dans les expériences avec la technique de voltage imposé, nous nous sommes interessé à 
étudier l’effet de la stimulation ßADR sur les courants entrants de Ca. Les résultats 
obtenus n’ont pas démontré qu’ISO augmente de manière significative le pic d’amplitude 
de courant entrant de Ca telle que confirmé par Arreola et al., 1987, cependant, ISO a 
augmenté le temps au mi pic du courant entrant de Ca pour les potentiels de –50, –40 et –
30 mV. Comme précisé ci haut, il a été suggéré que l’effet ISO ne passerait pas par une 
modification des propriétés des DHPR puisque aucune augmentation de mouvement de 
charges intra membranaires n’a été observé. Le mécanisme par lequel ISO activerait 
l’entrée de Ca pourrait s’expliquer par une diminution du temps d’activation du courant 
entrant de Ca, ce qui pourrait contribuer à d’autres mécanismes de régulation de Ca 
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intracellulaie dans les conditions physiologiques et de potentialiser la force de contraction 
musculaire.  
    
En conclusion,  les résultats expérimentaux confirment les résultats déjà reportés 
indiquant que la stimulation adrénergique augmente l'entrée de Ca extracellulaire dans les 
fibres musculaires par les canaux calciques voltage dépendants. Toutefois, c’est pour la 
première fois que l’on montre l’effet de la stimulation ß-adrénergique sur l’entrée de Ca 
myoplasmique en mesurant cette dernière en mesure de temps réel. Nos résultats 
indiquent également que la stimulation ß-adrénergique peut aussi affecter de manière 
significative, le processus du couplage EC par une certaine action directe sur des canaux 
calciques voltage dépendants sans pour autant affecter de manière significative les 
senseurs de voltage associées à ces canaux. La présence de Ca extracellulaire étant un 
élément clé dans l’effet ß-adrénergique observé, il est proposé que la voie ß-adrénergique 
exerce son action sur le couplage EC par une diminution de temps d’activation des 
canaux calciques voltage dépendants, ce qui dans des conditions physiologiques, 
contribuerait à une entrée dans le myoplasme d’au moins 20 M de Ca mais de presque 
deux fois plus vite à des potentiels proches du seuil d’activation des canaux calciques de 
type L. Cette augmentation de vitesse de l’entrée de Ca extracellulaire dans le myoplasme 
pourrait ainsi contribuer plus rapidement à d’autres  mécanisme cellulaire de libération de 
Ca (comme le mécanisme de libération de Ca induite par le Ca exercé sur les canaux de 
libération de Ca sarcoplasmique) lors de la première contraction. Par contre, lors des 
contractions ultérieures, la quantité de Ca sarcoplasmique étant plus élevée à cause de la 
capture de Ca excédentaire du myoplasme, la quantité totale de Ca et sa vitesse de 
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libération dans le myoplasme seront plus élevées, ce qui conduira à une augmentation de 
la force de contraction musculaire.    
Ce dernier résultat peut aussi fournir une explication pour les résultats d’autres 
laboratoires qui démontrent une potentialisation de la force de contraction musculaire en 
réponse au premier PA après le début de la stimulation adrénergique. 
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